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L 1 invention concerne 1 1 utilisation de proteines, 
naturelles ou modifiees, notamment pour le traitement 
therapeutique et/ou la prevention de maladies , en 
particulier mais pas uniquement chez 1 1 homme . L 1 invention 
concerne egalement des nucleotides' dont la sequence 
. correspond, entierement ou partiellement £ celle de ces 
proteines ainsi que des procedes de diagnostic ou de 
dosage faisant appel auxdites proteines, y compris 
certains ant i -corps adaptes, et les methodes de 
di agno s t i c derive e s . 

En particulier, 1 1 invention propose un traitement contre 
1' infection par le trypanosome de type T.b. rhodesiense 
chez 1' homme. 

On sait en effet que Trypanosoma brucei brucei est 
toujours sensible au serum humain alors que T.b. 
rhodesiense peut etre resistant ou non selon des 
variations antigeniques . 

L 1 invention se rapporte egalement a un procede d'obtention 
d'un betail resistant aux trypanosomes . 

La maladie due au trypanosome (Nagana) empeche l'elevage du 
betail sur plus d'un tiers du continent africain, avec pour 
resultat, selon certaines estimations, que ce continent ne 
produit pas 20% de ce qu'il pourrait produire en termes de 
viandes, de lait etc. 



-2- 



II a deja ete propose que la resistance de certaine 
sous-especes de "trypanosomes a 1' action lytique du serum 
humain normal (NHS, Normal Human Serum) est due a un gene 
encodant la resistance sous la forme d'une proteine 
apparentee aux glycoproteins de surface (VSG : Variant 
Surface Glycoprotein) , plus particulierement une telle 
proteine tronquee qui a ete denommee proteine SRA (Serum 
Resistance Associated) . 

La sequence de la proteine RSA est discutee dans Mol . 
Biochem. Parasitol . , 68, 277-284 (1994) De Greef et al . 

II est reconnu que le facteur lytique du NHS est associe a 
la fraction HDL (High Density Lipoprotein) du serum. On a 
propose en particulier 1 ' intervention de proteine de type 
haptoglobine (Hpr) . 

Selon 1' invention, on a maintenant constate de maniere 
surprenante que la proteine responsable de 1' action 
lytique du serum humain normal (NHS) est en fait une 
proteine connue sous le nom d ' apolipoproteine L-I, 
presente generalement a une concentration de 6 a 9 
microg/ml . 

La sequence de 1 ■ apolipoproteine L-l (ApoL-I) est decrite 
par Page et al . , Genomics 74, 71-78 (2001) et comprend 
3 98 acides amines. 

Cette fonctionnalite de 1'apoL-l n'avait jamais ete 
proposee dans la literature et permet l'obtention de 
cette proteine, ainsi que de proteines derivees ou 
analogues, dans un but therapeutigue , prophylactique, 
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diagnostique ou analytique . Ces composes peuvent entre 
autres servir pour la prevention, le diagnostic et le 
traitement de la maladie du sommeil chez l'homme. 

Selon un autre aspect de 1' invention, on propose 
l'obtention de betail ' transgeni que produisant de 1-ApoL-I. 
Le betail est rendu resistant grace a 1 ' introduction de 
maniere connue d'un gene produisant 1'apoL-I ou un peptide 
actif derive de l-apoL-I. Par example, 1-apoL-I pent etre 
avantageusement produit par un gene sous dependance d'un 
promoteur de transcription de cellules endothelials . 

Selon 1' invention, on a done deceit et etudie 
les sites d . interaction entre la proteine SRA et 1-apoL-I, 
ce qui permet la conception de proteines modifies, et 
generalement simplifies, aptes a interagir efficacement 
• avec la proteine SRA et definir ainsi un traitement pour 
empecher la resistance de trypaiaosomes resistants a 
1' action lytigue du serum humain. 

Selon !■ invention, 1 ' apo L est plus particulierement 

xnteressante a son extremite C en particulier au niveau 

des acides amines (aa) 343-398 (helice alpha 

amphipathique) . On a en eff*=t- a*™***. - 

en ettet demontre que cette sequence 

rnteragit avec la sequence 54-65 de la proteine SRA et que 
cette interaction est la cause de la resistance conferee a 
Trypanosoma b. rhodensiensis vis » vis du serum humain. 

On a en effet demontrg que I'apo-L (aa 1-342), e'est a 
dire substantiellement sans sa sequence terminals, garde 
ses propriety lytiques, mais est insensible a toutes 
interactions avec le facteur resistant SRA, et est ainsi 



10 



15 



20 



25 



30 



OEMA^DE R&JETEI 

-4- 



actif contre les trypanosomes resistants et non 
resistants. 

Cette proteine tronquge peut done §tre utilisee, telle 
quelle ou sous forme derivee, comme principe actif 
(medicament) pour le traitement de la maladie du sommeil 
chez l'homme, ou d'autres infections sensibles a cet 
agent. On peut aussi exprimer cette proteine de maniere 
connue chez un bovin et creer une race transgenique 
resistante aux moins a certains trypanosomes. 



L ' application des anticorps anti-SRA ou -proteine derivee 
, y compris- dans le cadre de la vaccination (obtention de 
derives SRA antig<§niques) , fait egalement partie de la 
prSsente invention. 

Les anticorps peuvent aussi etre produits plus 
particulierement pour le dosage de 1 ■ apoliproteine chez 
l'homme. Le dosage peut etre base par exemple sur 
1 • interaction des proteines apo-L-1 et SRA. En pratique, 
l'apo-L-l ou la proteine SRA est presente en phase 
immobilisee et detectee par un anticorps. Une technique 
de type ELISA est facilement adapt ee . 

L'apoL ou ses derives peuvent done etre utilises comme 
. marqueur diagnostique dans un systeme de capture base sur 
la SRA ou base sur les anticorps monoclonaux ou 
polyclonaux contre l'Apo-L. 

L' invention permet ainsi la detection et le dosage de 
1'apoL-I dans le serum humain en utilisant la proteine 
SRA, ou un fragment actif derive de celle-ci, comme ligand 
suivi d'une detection classique par exemple par anticorps. 
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On sait par ailleurs, que le taux d'ApoL pourrait reflete 
1' activity lypolytique et ainsi fournir des indications 
relatives au risque cardio-vasculaire d"un patient (voir 
par ex. J. of Lipid Research,?. 1231, Vol 41, 2000.). 

On comprendra egalement que 1'apoL-I et/ou un anticorps 
centre apoL, est apte a moduler la lipolyse chez l'homme 

- 1'ApoL (variants, mutants, peptides derives) pourrait 
constituer un agent therapeutique /pour moduler la 
lipolyse, et fournir ainsi un nouvel agent de prevention 
des maladies cardio-vasculaires 

- de meme des anticorps monoclonaux humanises, dresses 
contre ApoL, pourraient constituer des outils 
therapeutiques pour la modulation de la lipolyse dans les 
cas aigus . 

On a recemment rapporte que le gene qui serait responsable 
de la schizophrenie (sur le chromosome 22) est correle 
avec le gene de 1 ■ apoprotein L-I. Des tissus de cortex 
prefrontal chez les schizophenes revelent en effet une 
augmentation anormale de 1-apoL-l. Les prolines, acides 
nucleiques ou peptides selon 1- invention peuvent done 
servir a diagnostiquer, et/ou a traiter la schizophrenie 
dans la mesure ou cette surproduction s'avereetre un 
facteur causal de la pathologie. 

Enfin, I- invention propose un precede de purification de 
1'apoL-I comprenant l'etape d • association de cette 
proteine a une proteine SRA, par exemple fixee sur une 
resine adequate, ou a une proteine derivee contenant la 
region aa32-97 ou plus specif iquement la region aa54-56. 

Dans les revendi cat ions, par "substantiellement " on entend 



• 



que l'homme de metier confronts au deux sequences 
considerera que -la similitude est suffisamment 
•significative pour soupconner une relation en terme de " 
fonctionnalite ou d'origine des' sequences. 

L 1 annexe qui suit fournit diverges references relatives a 
1 » infection par Trypanosomes et le r61e des 
apopoliproteines du type HDL dans ce cadre. 

L' invention est illustrees dans les figures en annexe 
produtes a titre d-exemplea uniquement, ainsi que par les 
descriptions experimental es qui suivent . 

La fig. 1 illustre 1- expression du SRA, et phenotype de 
T.b.brucei transfecte avec pTSARib. Les resultats Western 
plot obtenus avec les anticorps sont montres pour des 
clones T.b. rhodesiense ETat 1.2 ou le SRA est exprime (R) 
ou non <s)«, et pour differents transf ormants de T.b. 
brucei. Le vecteur pTSARib comprend, ou non (-) , 
differente versions du SRA (WT -wild type, del- delete du 
peptide indique; SRA/VSG-chimeres associant les peptides 
SRA1-192 au VSG 288-490). Les cellules sont analyses par 
le test de resistance au serum hUmain (HSRT) in vivo et in 
vitro, et determines ainsi soit comme resistantes (R) 
soit comme sensibles (S) . Les transformants sont cultives 
dans des souris en presence de serum foetal de bovin (PCS) 
ou de NHS. La signification de la bande a 45 kDa 
(asterique) n'est pas connue. 

La fig. 3 illustre la liaison de 1-apoL-I au SRA 
a - Diagramme de proteines NHS liees a des resines 

contenant aucune proteins ( -\ ™, j-.cc- 

proceme (-) , ou differentes versions de 

His-SRA. Le NHS (oistoe, i o\ ^„ t i5„ 

^pistes 1-8) ou le 35 S-apoL-l synthetise 
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in vitro (pistes 9,10) est incube avec la resine. Les 
proteines liees'sont eluees soit avec de 1 1 imidazole 
(pistes 1-4, 7-10) ou du deoxycholate (pistes 5,6), et 
revelee par coloration au bleu Coomassie (pistes 9-10) . 
Les fleches doubles designent des bandes specif icquement 
liees avec du SRA fonctionnel, et les asteriques designent 
les His-SRA elues. 

b - Immunoprecipitation avec des anticorps anti-V5, ou des 
35 S-SRA (48 kDa) synthetises in vitro incubes ou non avec 
du 35 S-V5-apoL-I (42 kDa) . Le rapport prevu de 
S-methionine entre ces proteines est de 4:9 

c - Characteristiques des proteines SRA et apoL-I : 

SP = peptide signal; HT = terminaison hydrophobe; lignes 

interrompues = interaction entre les deux helices. 

La fig. 4 illustre 1 ■ activite lytigue de 1'apoL-I 

a. incubation de ETat 1.2S avec differents serums NHS 
(SRA-ft, L61P/l62P-ft, aApoL-ft = fraction passante du 
NHS ("flow through") a travers Sepharose -SRA , -L61P/I62P 
SRA et -anti-apoL-I, respectivement ; aApoL-el = eluat de 
la fraction liee a la Sepharose-anti-apoL-I) 

b. incubation de ETat 1.2S dans soit SRA-ft ou PCS 
additionne de apoL-I recombinant (WT= wild type; C-del = 
sans le peptide C terminal 343-398) ou avec la fraction de 
cellules de contr61e CHO (ctl) . 

c incubation de ETat 1.2SR dans le NHS ou SRA-ft 
additionne avec de 1'apoL-I recombinante 
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d Incubation de differentes lignes de cellules dans le 
SRA- ft additionrie ou non de apoL-I recombinante , le 
transformant pTSARib (RibO, RibSRA) sont des formes 
pleomorphiques qui ne se developent pas dans ces 
conditions d 1 incubation . 



Partie experimentale : 

- la transfection de SRA dans T.; b. brucei lui permet de 
se developper dans le serum humain. On a investige les 
conditions minimales necessaires pour la resistance 
conferee par le gene SRA. On a ainsi prepare des mutants 
qui ont ete analyses pour caracteriser 1 ! expression de SRA 
et la sensibilite au serum humain. On a aussi demontre 
que la N-glycosylation n f influence pas la resistance 
conferee par la proteine SRA. L'extremite C et le signal 
d' anchoring peuvent aussi etre elimines sans que la 
resistance n'en soit affectee. II en est de meme du 
peptide signal N- terminal et de la region hydrophobe 
98-118. 

Ces resultats indiquent que les sequences minimales pour 
observer l'effet de resistance se situent soit entre 
aa32-97 et/ou entre aa 98-118. La prmidre region est- 
connue comme presentant une conformation en helice 
amphipatique intervenant dans la dimerisation des VSG, des 
experiences de mutations pontuelles ont ete effectu^es 
pour modifier ou detruire 1« helice. Deux doLible mutations 
independantes (L61P/I62P et I58Q/I62Q) conduisent a 
1" absence de resistance, contrairement a des mutations 
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. dans une region adj^cente (V4 0Q/V43Q/L47Q) . On en deduit 
que la region d'Tielice 54-65 est necessaire pour conferer 
la resistance. 

- On a demontre que 1 ' interaction de 1'ApoL-I et de la 
proteine SRA est de type "coiled-coil 11 , c'est a dire au 
niveau des regions d'helice de part et d f autre, 

Dans ce but des experiences de chromatographie d'af finite 
ont ete menees, en utilisant une proteine SRA (aa 1-251) 
avec l'extremite N marquee a l'histidine (His-SRA) , 
immobilisee sur de 1 1 agarose-acide trinitroacetique - Ni . 
Le traitement de serum humain par chromatographie 
d'affinite comme susmentionne conduit a 1 isolation d ! une 
proteine de 40 kDa (doublet) qui est selectivement retenue 
dans di verses conditions (pH 7,5 ou 5,8, 0ou0,6M 
NaCl) . Ce doublet est attribue par sprectrometrie de 
masse a l^poL-I, ce qui a ete confirme par traitement 
avec des anticorps anti-apoL-I. 

Par contre, 1'apoL-I n'a pas ete isolee en utilisant les 
mutants SRA. L61P/I62P dont on sait qu ! ils presentent une 
deformation de l ! helice originale. D'autres mutants 
fonctionnellement actifs (apte a- conferer la resistance a 
1" action lytique du serum sanguin) retiennent l'ApoL-I. 

- Le gene de 1'ApoL-I a ete amplifie par RT-PCR & partir 
du RNA de cellules HepG2 , puis clone dans un vecteur 

d» expression. Differents mutants ont ete ainsi produits, 

en se concentrant sur la sequence petidique aa 343-355 

connue comme desorganisant la membrane in vitro 11 . 

Deux versions tronquees de la proteine, a aa342 et aa355, 

ont ete ainsi produites, ainsi qu'un mutant a effet 

destabilisateur de lipides (L345Y/L352A/Y354L) 11 . 

Les versions 35 S de 1'ApoL-I d'origine et les mutants ont 

ete synthetises et incubes avec du His-SRA. 
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La S apoL est liee a la proteine native SRA. Aucune 
interaction n' a "lieu avec les resines de controle ou 
d'autres proteines marquees a l'histidine. 
L'apoL-I ne ne lie pas par contre au mutant SRA avec 
helice desorganisee L61P/I62P et 1 - interaction est reduit. 
de 50% avec le mutant I58Q/I62Q-. 

L 1 elimination de la partie terminale de 1'apoL-I au dela' 

de aa343 reduit 1 • interaction de 50%, alors que 

1' elimination au dela de aa356 et le mutant ponctuel 

L345Y/L352A/Y354L presentent une interaction de 24% a 67 

%. 

Ceci confirme que la region C- terminale de 1'ApoL-I, qui 
contient une helice alpha amphipatique, est importante 
pour 1 ' interaction avec la proteine SRA. 

Cette interaction a ete confirmee sur la base d'une autre 
approche. L' incubation de apoL-I couplee a V5 conduit en 
effet a la co-immunoprecipitation de SRA en presence 
d'anticorps anti-V5. • 

Un peptide synthetique correspondant a 1 'helice alpha de 
la proteine SRA (aa 54-65) interagit directement avec la 
region 345-355 de 1'apoL-I car il supprime 1 ' activite 
fusogene liposomique de 1'apoL-I. 

Cette interaction a egalement ete confirmee par d'autres 
experiences au niveau de la delocalisation cellulaire de 
1'ApoL-I sous 1- effet de la proteine SRA et par 
modelisation. 

- L 1 effet lytique de 1'apoL-I chez le trypanosome a 
egalement <§t<§ amplement demontre. 
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La fractionnement du serum NHS sur de la SRA-Sepharose, 
qui retient l'apbL-I, resulte chaque fois en une perte' 
totale d'activite lytique de 1-eluat, in vitro et chez la 
souris. Comme attendu cet effet n'a pas ete" observe avec 
des resines sans SRA ou contenant le mutant L61P/I62P. 

Comme attendu, l'activite antilytique est egalement perdue 
si le NHS est traite par une colonne Sepharose comportant 
1 'antiapoL-I . 

i 

On a constate qu'il est plus facile d'eluer 1'ApoL-I d-une 
colonne comprenant 1 - ant i corps correspondant qu-une 
colonne contenant la proteine SRA. L'eluat ajoute a du 
serum deja traite a la SRA-Sepharose ou a 1-antiapoL-I 
Sepharose, permet de retablir completement l'activite 
antilytique. 

Pour Stre certain que 1-apoL-I est responsable de cette 
reconstitutes on a exprime une proteine recombinante 
H 1S -apoL-I dans des cellules CHO et on l'a ajoute a du 
serum traite a la SRA-Sepharose . L 1 addition de quantite 
Physiologique (8 Mg/m l) de la proteine recombinante 
restaure l'activite lytique aussi bien vis a vis de T b 
brucei (AnTat 1.3A et pTSARib-O) que vis a vis de T b 
rhodiense ETat l. 2S , alors qu-un extrait equivalent da" 
cellule CHO n'a pas d' effet. 

On a de plus observe que 1-activite lytique de 1 -ApoL-I 
est obtenu aussi dans du simple serum de veau foetal . 

L'activite lytique susmentionnee n-est pas observee vis a 
vxs de cellules resistantes (T.b. rhodesiense ETatl . 2R ou 
T. b. brucei ptSARib-SRA). 
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Dans les mimes conditions, la proteine apoL-l sans sa 
region C-terminale 343-398 reste active contre les 
cellules sensibles au NHS , mais aussi contre les cellules 
resistantes au NHS. 



Met nodes : 

Obtention de trypanosomes transgeniques exprimant des 
proteines SRA mutantes ■ 

Le gene SRA dans PTSARib-SRA 4 est modifie par mutagenese 
orientee (Stratagene) et/ou digestion par endonuclease de 
rest ruction et ligation a des fragments de AnTat 
11.7VSG 16 . Les plasmides resultants sont transfectes par 
electroporation dans des formes procycliques de T.b. 
brucei qui sont transmises en cycles par des mouches 
tsetse afin d'obtenir les transf ormants sanguins . 

Obtention des proteines SRA 

Les proteines sont obtenues par traduction in vitro de RNA 
en utilisant BSDP140HA65-SRA17, ou par expression, dans 
Escherilia coli en utilisant pQE30 dans lequel le fragment 
l-753bp du SRA est inseree entre BanHI et Hindlll pour 
encoder un polypeptide marque a l'histine N-terminal. 
Dans ce dernier cas la proteine est solubilisee a partie 
de pellets d'extrait de celules soniquees, par incubation 
penant 1 h a temperature ambiante dans de l'uree 8M, 2mM 
mercaptoethanol, 0,1 M NaH2P04, 10 mM Tris (pH8) , suivi de 
dialyse vis a vis du meme tampon contenant success ivement 
de 1-uree 0,5 M, de l'uree 0,1 M et finalement 1% de CHAPS 



Obtention des anti- corps 
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Les anticorps. anti-SRA ont obtenus par immunisation de 
lapin avec le polypeptide His-marque 1-251, et purifie par 
affinite par liaison par passage sur filtres de 
nitrocellulose recouverts d'antigenes et elution acide. 
Pour 1' analyse par immunofluorescence et 1 ' analyse Western 
blot, ils ont ete utilises apres dilution dans un rapport 
1:2 et 1:100, respect ivemenent . Les anticorps 
anti-apoL-I 7 sont utilises a une dilution de 1:20.000 

Interaction de la proteine SRA avec le s6rum 

His-SRA (100/ig) sous forme de recombinant du type original 
ou du mutant est incubS avec 500 /xl de serum NHS pendant 
4h a 4° C dans NaCl 0,6 M, CHAPS 0,35 %, Mes (0,15 M (pH 
5,8) avec un cocktail d' inhibit eurs de protease (sans 
EDTA, y compris la pepstatin, Roche) (tampon A) . Le 
melange est alors incube pendant 30 min a 4°C avec 100 /xl 
de billes Ni-NTA (Qiagen) . Le traitement des billes, y 
compris 1- elution de la matiere liee avec de l'imlidazole 
250 mM, est effectuee dans le tampon A comme decrit par 
Quiagen. Altemativement , His-SRA est couple de maniere 
covalente a de la CH Sepharose 4B activee (Pharmacia) , et 
la matidre liee est eluee dans 10 % de deoxycholate de Na, 
Tris 50 mM (pH 7,5). 

Immunofluorescence 



Les trypanosomes sont fixes pendant 10 min dans du 
paraformaldehyde 3,7% et permeablises pendant. 10 min dans 
du Triton X-100 0,1%. De la lectine de tomate-FITC 
(Sigma) et des anticorps secondaires anti-lapin FITC ou 
Texas Red sont utilises. Pour detecter 1'apoL-I, 1' eluat 
deoxycholate de la SRA-Sepharose est couple a Alexa 954 
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(Molecular Probes) apres dialyse- extensive et elimination 
de l'albumine serique par filtration de gel-, puis 
incubation avec des trypanosomes pendant lh a 37°C. 



Obtention de apoL-I natif 

ApoL-I est obtenu par elution de serum NHS lie a de la 
Sepharose anti-apoL-I, en utilisant du CHAPS 5%, de la 
glycine a 0,1 M (pH 2,8) suivi de .neutralisation avec du 
TRIS l M (pH 8,0). Les contaminants residuels sont 
identifies par chomatographie de masse. 

Clonage de 1'apoL-I 

Le gene de 1-apoL-I a ete amplifie par RT-PCR en utilisant 
le RNA total de cellules HepG2 et les paires suivantes 
d' oligonucleotides ; 

Apol-F: 5 ' -TGTCCTCTGCGGTACCATGAGTGCACTTTCCTTGGTGTGAGAG-3 • 
Apol-R: 5 • -CCCTGCCCTGCTCGAGCAGTTCTTGGTCCGCCYGCAGAATC-3 - 
Le fragment 1,15 kb est digere par Xpnl + Xhol et lie . avec 
le pcGNA3/V5-HisA plasmide digere par XpnI/XhoI . Les 
divers mutants sont generes par mutegnese dirifee 
(SDtratgene) , suivi de deletion/ligation pour enlever des 
fragments specif iques. 



Interaction du SRA avec de 1-apoL-I synthetise in-vitro 

La 35 S-apoL-I est produit par traduction in vitro dans des 
lysats de reticulocytes, en utilisant pour la 
transcription la construction apoL-I-pcDNA3/l/VR-His ou de 
mutants derives. Tous les polypeptides apoL contiennent un 
marguage V5 a leur extremite C, et ils ont ete marques ou 
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non avec une x histidine C-terminale . Dans ce cas, 5 /jl! de 
lysats de reticulocytes contenant du 35 S-apolL-I est 
incube pen,dant 4 h a 4°C avec 15 fig de His-RSA e tampon 
A. Un traitement consecutif avec des billes de Ni-NTA est 
mene comme susmentionne. L'apoL-I liee ou non liee est 
rvelee par autoradiographie et quantifiee par comptage a 
scintillation apres precipitation dans de 1 1 acide 
trichloroacetiqye 10%. 

Dissociation et reconstitution de l'activite 
trypanolytique du NHS 

Le serum non traite ou fractionne est ajoute a un milieu 
HMI-9 contenant 5% de CHAPS, jusqu'a concentration finale 
de 25%. Apres 2h d' incubation le CHAPS est elimine par 
dialyse extensive. Les typanosomes sont sem^s a 5.10 s 
cellules/ml. Le resultats sont representatif s d'au moins 3 
experiences et ont ete confirmes in vivo : lorsque 
injectes directement dans des souris MNMRI, les melanges 
d' incubation testes comme non-lytiques ou lytiques 
conduisent a des parasitaemie detectable appres deux jours 
ou au moins 10 jours, respect ivement . 
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Revendications :" 

1 - Utilisation a but therapeutique , diagnostique ou 
prophylactique, d'un compose comprenant une chaine 
polypeptidique reproduisant substantiellement au moins une 
partie substantielle de la sequence de 1 ' apolipoproteine 
L-I (ApoL-I) . 

2 - Utilisation a but therapeutiqi^e , diagnostique ou 
prophylactique, de l ! ApoL, ses variants, mutants et sous- 
peptides. 

3 - Utilisation selon la revendication 1 ou 2 dans 
laquelle la sequence est la sequence aal-342. 

4 - Utilisation selon la revendication 1 ou' 2 dans 
laquelle la sequence est la sequence aa343-398 ou 340-362, 

5 - Utilisation selon la revendication 1 dans laquelle la 
sequence est la sequence aa356-398. 

6 - Utilisation selon n'importe- laquelle des 
revendications precedentes pour le traitement, le 
diagnostic ou la prophylaxie des infections par 
trypano somes • 

7. - Utilisation selon la revendicatioin precedente dans 
laquelle les trypanosomes sont resistants au serum humain 
de la proteine ApoL-I, ses variants, mutants ou peptides 
derives . 

8 - Utilisation selon la revendication 2 comme agent de 
prevention des maladies cardiovasculaires . 
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9 - Compose comprenant une chaine polypeptidique 
reproduisant substantiellement au moins une partie 
substantielle de la sequence aal-342 de 1 1 apolipoproteine 
L-I . 

10 - Compose selon la revendication precedente caracterise 
en ce qu ! il s'agit d'une proteine modifiee dont la 
sequence reproduit substantiellement la sequence aal-342 
de 1 1 apoproteine L-l. 

11 - Compose comprenant une chaine polypeptidique 
reproduisant substantiellement la sequence 343-398 de 
1 1 apolipoproteine L-l. 

12 - Compose comprenant une chaine polypeptidique 
reproduisant substantiellement la sequence de la proteine 
RSA. 

13 - Polynucleotide- encodant n'importe laquelle des 
proteines ou polypeptides selon les revendi cat ions 
precedentes . 

14 - Kit diagnostique faisant intervenir une 
apolipoproteine, une proteine SRA et/ou un anticorps 
correspondant . 

15 - Utilisation a but therapeutique, diagnostique ou 
prophylactique, d'un compose comprenant une chaine 
polypeptidique reproduisant substantiellement au moins une 
partie substantielle de la sequence de la proteine SRA. 
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16 - Procede de purification de 1'apoL-I comprenant 
l'etape d ' association de cette proteine a une proteine 
SRA, par exemple fixee sur une resine adequate. 

17 - Procede de purification d'un derive de 1'apoL-I 
comprenant l'etape d ' association de ce derive a une 
proteine SRA, par exemple fixee sur une resine adequate 
(chromatographie d'af finite) . 

18 - Peptide et utilisation d'un peptide reproduisant 
essentiellement la sequence 32-97 de la proteine SRA pour 
la purification de la proteine ApoL-I ou un derive de 
celle-ci . 

19 - Peptide et utilisation d'un peptide reproduisant 
essentiellement la sequence 54-65 de la proteine SRA pour 
la purification de la proteine ApoL-I ou un derive de 
celle-ci . 



20 - Bovide, en particulier bovin, transgenique produisant 
de 1'apoL-I ou une proteine ou peptide actif de sequence 
substantieliement similaire a un fragment de sequence de 
1'apoL-I, par exemple la sequence aal-342 . 

21 - Bovide selon la revendication precedente dans lequel 
1'apoL-I est produit par un gene sous dependance d'un 
promoteur de transcription de cellules endotheliales . 



22 - Peptide repondant a la formule LALDWYLVYES , 
PVS FFLALDWYLVYES KHLHEG ou ALAKINNLIKQ. 
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